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Resumen 
En los últimos años se ha evidenciado un cambio en la epidemiología de la enfermedad producida 
por Clostridium difficile en humanos, principalmente asociado a la aparición de nuevos ribotipos 
hipervirulentos y al aumento de la incidencia de infecciones adquiridas en comunidad. Uno de los 
posibles factores sospechosos de favorecer este cambio es que los animales tengan un papel en la 
trasmisión de este patógeno, convirtiendo a C. difficile en un agente zoonótico. Este trabajo se 
centra en el análisis de muestras de dos orígenes distintos: buitres alimentados con cadáveres de 
cerdo y granjas de conejos. El objetivo es caracterizar los aislados obtenidos para ampliar la 
información existente en España, donde existen pocos estudios sobre el tema. La metodología 
utilizada se basa en el aislamiento de C. difficile en dichas muestras, estudiando posteriormente su 
prevalencia, ribotipo, presencia de toxinas y susceptibilidad antibiótica. Aunque la información 
obtenida es limitada debido al bajo tamaño de muestra, los resultados son similares a los obtenidos 
en otros estudios, por lo que se apunta la posibilidad de que C. difficile tenga implicación en 
trasmisiones interespecie y carácter zoonótico, destacando en este último caso el papel del ribotipo 
hipervirulento 078. Los resultados obtenidos sobre el nivel de resistencia de los aislados señalan una 
elevada resistencia a fluoroquinolonas, destacando el caso de los procedentes de buitres, ya que no 
son animales que reciban tratamientos antibióticos a lo largo de su vida a diferencia de los animales 
de ganadería. Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de continuar trabajando en planes 
de control de este patógeno y reducción de resistencias a antibióticos. 
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Abstract 
In recent years the epidemiology of Clostridium difficile in human infection has changed, mainly 
related to the appearance of new hypervirulent ribotypes and the increase in the prevalence of 
community-acquired infections. One possible factor that could favor this change is animals being 
part of the transmission of this pathogen, making C. difficile a zoonotic agent. This study focuses on 
the analysis of samples from two different sources: vultures fed with pig carcasses and rabbit farms. 
The objective is to characterize the obtained isolates to expand the existing information in Spain, 
where few studies have been performed on this topic. Methodology is based on the isolation and 
study of C. difficile in these samples, followed by the study of its prevalence, ribotype, toxin presence 
and antibiotic susceptibility. Although the obtained information is limited due to the small sampling, 
the obtained conclusions match those of similar studies, which seems to suggest the possibility of C. 
difficile having some implication in potential interspecies transmission as well as a zoonosis, in which 
the hypervirulent ribotype 078 could be especially relevant.  Obtained results about the antibiotic 
resistance of the isolates show high resistance to fluoroquinolones, having special importance the 
vultures’ results, because these animals are not treated with antibiotics along its life, unlike livestock 
animals. These results confirm the need of continuing the existing work of fight against antibiotic 
resistance. 
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Introducción 
Generalidades 
Clostridium difficile es una bacteria que forma parte de la familia Clostridiaceae, aunque 
recientemente se ha propuesto su reclasificación como parte de la familia Peptostreptococcaceae 
(Lawson et al., 2016). Son bacilos Gram positivos, fermentativos, catalasa y oxidasa negativos, 
anaerobios estrictos y con capacidad de formar esporas.  La familia Clostridiaceae se compone de 
microorganismos ubiquitarios y saprofitos, que generalmente forman parte de la flora intestinal 
normal de los animales y seres humanos. Sin embargo, en algunas especies su presencia se asocia a 
infecciones graves, como es el caso de C. difficile, capaz de producir  toxinas (Quinn et al., 2011). 
 
C. difficile es capaz de fermentar azúcares simples, mientras que la utilización de otros nutrientes 
como hidrocarburos complejos, nitrógeno, fósforo orgánico, azufre o nitrógeno de origen peptídico 
varían según la cepa (Scaria et al., 2014). Además, requiere medios de cultivo específicos para 
crecer, como agar sangre o agar Brucella, y su temperatura óptima de crecimiento es de 30-37 °C, 
aunque puede crecer entre 25 y 45 °C. La presencia de glicina y derivados del colato facilita la 
germinación de las esporas (Di Bella et al., 2016).  Dichas esporas favorecen la presencia del 
microorganismo en el medio, ya que le proporcionan resistencia a numerosos agentes, teniendo 
especial relevancia la resistencia al alcohol (Edwards et al., 2016). 
 
Este patógeno ha sufrido un cambio en su epidemiología en los últimos años, incrementándose la 
severidad de los casos y la prevalencia de infecciones adquiridas en comunidad, por lo que es un 
campo de estudio relevante tanto en Sanidad Animal como en Salud Pública. 
 
Factores de virulencia de C. difficile: toxinas 
Aunque la patogenicidad de C. difficile es multifactorial, gran parte de su poder patógeno se debe a 
su potencial de generar toxinas, si bien también existen otros factores implicados, como la presencia 
de una cápsula que protege a la bacteria de la fagocitosis. 
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Toxinas A y B 
Las cepas toxigénicas pueden producir dos tipos de toxinas, la toxina A y la toxina B, codificadas por 
los genes tcdA y tcdB respectivamente. Estos genes se encuentran localizados en el locus 
denominado PaLoc (Pathogenicity Locus), una isla de patogenicidad integrada en el cromosoma. 
Además, existen genes reguladores de estas toxinas en este miso locus, como los genes tcdC (posible 
regulador negativo de la producción de toxinas), tcdE (relacionado con la secreción de toxinas) o 
tcdR (regulador positivo de la expresión de las toxinas) (Lyon et al., 2016). El PaLoc es una región de 
19.6 Kb, cuya presencia varía según las cepas, estando presente en las cepas toxigénicas y ausente 
en las no toxigénicas  (Elliot et al., 2014). Además, se ha observado que el PaLoc puede transferirse 
de forma horizontal a cepas no toxigénicas (caracterizadas por la ausencia de tcdA y tcdB), a pesar 
de no estar aparentemente localizado en un elemento móvil (Di Bella et al., 2016). 
Las toxinas A y B son proteínas de cadena única con cuatro dominios distintos: GTD (el dominio N-
glucotransferasa terminal), CPD (dominio cisteín proteasa), TD (dominio de translocación) y RBD 
(dominio receptor de adhesión C terminal) (Shan et al., 2015).El principal mecanismo patogénico de 
estas toxinas se basa en la alteración de la estructura del citoesqueleto de las células del epitelio 
intestinal y de las uniones entre ellas, produciendo así la tumefacción de las células y finalmente su 
muerte.  
 
 
Figura 1: Esquema del PaLoc adaptado de Voth et al., 2005, en el que se muestra la posición de los 
genes relacionados con las toxinas. 
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Toxina binaria 
Aunque es menos frecuente que las anteriores, algunas cepas de C. difficile pueden producir una 
toxina conocida como toxina binaria (CDT). La mayoría de estas cepas productoras también son 
capaces de producir las toxinas A y B. Aunque sus implicaciones en la patogenia no han sido 
totalmente determinadas, las principales hipótesis indican que participa en la misma (Di Bella et al., 
2016). La toxina binaria está compuesta por las subunidades A y B, codificada por los genes cdtA y 
cdtB. Esta toxina también está presente en cepas que no presentan PaLoc, ya que no se encuentra 
en esta región, sino que se encuentra en una región de 6.2 kb llamada CdtLoc (Gerding et al., 2014). 
 
Tipificación de C. difficile: ribotipado 
El tipado molecular se ha utilizado para estudiar diversas bacterias patógenas. Las posibilidades que 
ofrecen estos estudios son muy amplias, ya que se pueden utilizar para caracterizar brotes de 
enfermedades, estudio de la transmisión, prevalencia o el análisis del poder patógeno, entre otras. 
En el caso de C. difficile, existen diversas herramientas para su estudio, entre las que se encuentran 
el MLST, PFGE o el PCR-ribotipado, que es el más utilizado en los estudios europeos. 
El MLST, siglas de multilocus sequence typing, es una técnica que consiste en amplificar mediante 
PCR distintas secuencias de nucleótidos de fragmentos de genes constitutivos. A cada combinación 
de nucleótidos (alelos) se le asigna un número ST (Griffithset al., 2009). Los genes analizados son 
siete, que se mantienen estables ya que carecen de inserciones, deleciones o alelos nulos (PubMLST, 
2018). 
El PFGE (pulse field gel electrophoresis) consiste en utilizar la técnica de electroforesis de campo 
pulsado para separar grandes fragmentos de ADN en función de su tamaño. Para ello es necesario 
un gel capaz de separar hasta 2 Mb, aunque presenta ventajas como una menor posibilidad de 
contaminación del ADN durante el procedimiento. Es la prueba de elección en Norte América 
(Gebreyes y Adkins, 2015). 
Por último, el PCR-ribotipado se basa en la amplificación de las ISR (región espaciadora intergénica). 
Esta región es heterogénea entre los genes 16S y 23S del ADN ribosomal bacteriano, con lo que 
permite diferenciar los distintos ribotipos de C. difficile al presentar distintos tamaños de bandas. El 
tipo de electroforesis utilizado en este caso es la electroforesis capilar (Fawley et al, 2015). 
Aún no están claros los mecanismos implicados en el cambio de la epidemiología de este 
microorganismo, pero es de especial interés la emergencia de cepas hipervirulentas, como las  
pertenecientes a los ribotipos027 y 078.  
  
8 
Ribotipo 027 
Este ribotipo ha sido el causante de epidemias recientes (Canadá, 2005; Países bajos y Francia 2006), 
con una frecuencia de casos superior a la esperada para las cepas endémicas. La mayor severidad de 
las infecciones que origina, junto con su peor respuesta al tratamiento con antibióticos, hace que se 
considere un ribotipo hipervirulento de C. difficile. Desde entonces, otros estudios realizados han 
demostrado su expansión por otras zonas de Europa, Norteamérica y otras zonas de Asia.  
Existen varias hipótesis sobre las causas del aumento de la virulencia, entre las que se incluyen el 
aumento del potencial infeccioso y de la gravedad de la sintomatología con respecto a las cepas 
endémicas o un aumento de la capacidad de competición respecto a otras cepas, ya sea a través de 
un mayor potencial de invasión o gracias al incremento en la resistencia a antibióticos (presión de 
selección) (Yakob et al., 2015).  
 
 Ribotipo 078 
Es el ribotipo predominante en animales, incluyendo la especie porcina, y el más abundante en 
muestras procedentes de productos cárnicos (Goorhuis et al., 2007).  Además, de acuerdo con un 
estudio llevado a cabo por Fairley et al. en 2015 en muestras de casos humanos con sintomatología 
clínica, las cepas de este ribotipo se asociaron a niveles de toxinas detectables más frecuentemente 
que otras cepas. En un estudio llevado a cabo en los hospitales del sur de España (Arca-Suárez et al., 
2018), el ribotipo más frecuentemente encontrado fue el 078. Por ello tiene un especial interés en el 
estudio de C. difficile y de su potencial zoonótico. Otros estudios (Knetsch, 2018) han encontrado 
numerosas relaciones genómicas entre las cepas humanas y animales, asociándolo a una trasmisión 
entre la especie humana y animales de ganadería. 
La prevalencia de este ribotipo en cerdos es en general elevada, y varios estudios lo asocian a 
animales con diarrea, como Kim et al. en 2018 o Stein et al. en 2017. En el primer estudio realizado 
en Corea, la prevalencia fue de 19.3%, destacando la variación de la prevalencia en cerdos con 
diarrea fue de 30.4 frente a 13.3% de los animales sanos, siendo la mayoría de las cepas toxigénicas 
pertenecientes a este ribotipo. En el segundo, realizado en Irlanda, de las muestras positivas el 67% 
fue del ribotipo 078. En el 2015, Dringo et al. encontraron una prevalencia en conejos de C. difficile 
del 3 %, perteneciendo el 7.9% de las cepas a este ribotipo. En un estudio realizado en España en 
2009 por Alvarez-Perez et al. la prevalencia en cerdos fue de 25.9% en los 7 primeros días de edad. 
El ribotipo 126 es un ribotipo estrechamente relacionado con el 078, y ambos pertenecen a la misma 
secuencia tipo (ST11), que se ha aislado tanto en personas como animales (Knight et al., 2019) 
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Resistencia a antibióticos y su uso en la producción animal 
C. difficile tiene una elevada versatilidad genética, principalmente debido al elevado número de 
elementos móviles dentro de su genoma. Esto se asocia con una elevada facilidad para presentar y 
transferir genes de resistencia antibiótica. 
Aunque el nivel de resistencias varía según la zona geográfica y los protocolos utilizados, los estudios 
más recientes concluyen en un incremento de la resistencia antibiótica de este patógeno en los 
últimos años. En estudios realizados en humanos, se encontró resistencia a clindamicina y 
cefalosporinas en un 55% y 51%, respectivamente, seguido muy de cerca por la resistencia a 
eritromicina y fluoroquinolonas (47%). Cuando se testaron estas cepas frente a cefalosporinas se 
encontraron diferencias entre la prevalencia de resistencia a cefalosporinas de segunda generación 
(79%) y las de tercera generación (38%). La diferencia entre la prevalencia de resistencia frente a las 
fluoroquinolonas de segunda y cuarta generación también fue destacable, encontrándose un 99% 
frente a ciprofloxacina, mientras que a las de cuarta generación se encontró un 34% (Spigaglia, 
2016).En el caso de los animales, aunque los patrones varían según la especie, se han obtenido 
resultados similares, teniendo especial relevancia la resistencia a clindamicina (Peláez et al., 2013; 
Peng et al., 2017). 
 
Es importante mencionar que en el caso del metronidazol, antibiótico de elección en los casos de 
enfermedad humana, se ha detectado un descenso en la susceptibilidad de las cepas. También se 
han notificado casos de fallo del tratamiento (Vardakaset al, 2014). Además, las cepas no toxigénicas 
podrían considerarse una fuente de genes de resistencia antibiótica para las cepas toxigénicas 
(Vardakas et al., 2012).  
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Antibióticos utilizados en España 
En España, los antibióticos más utilizados varían según la especie de destino. Según el informe de 
2018 de la ESVAC(European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) sobre las ventas 
de antibióticos para uso veterinario en 2016, los grupos de antibióticos más vendidos en España 
fueron las tetraciclinas y penicilinas, siendo la mayoría de los antibióticos dedicados a la industria 
porcina (ya que España es uno de los mayores productores mundiales de ganado porcino). 
 
 
Figura 2: Gráfico explicativo sobre el consumo de antibióticos en España en 2016 (datos obtenidos 
de ESVAC, 2018) 
 
Un estudio realizado por De Briyne en 2014 reveló que los antibióticos más utilizados en la industria 
porcina corresponden a las penicilinas (31 %), tetraciclinas (15 %) y macrólidos(13 %). 
Transmisión y patogenia 
La infección comienza con la ingestión de las esporas del agente. Estas esporas son capaces de 
resistir las condiciones del estómago, por lo que alcanzan fácilmente el intestino delgado. Una vez 
allí, donde existen condiciones de anaerobiosis, germinan a la forma vegetativa y colonizan el 
intestino. Sin embargo, C. difficile no es capaz de invadir el intestino en condiciones normales, sino 
que necesita un cambio de ambiente, de forma que las condiciones sean desfavorables para las 
bacterias normales del intestino, como ocurre tras los tratamientos prolongados de antibióticos en 
el caso de la infección en humanos. Las lesiones suelen concentrarse en la zona de ciego y colon 
(Goudarzi et al., 2014). 
Las células vegetativas se adhieren a las células del epitelio intestinal. C. difficile es capaz de producir 
fimbrias, que son considerados mediadores en la adhesión (Krishna et al., 1996). 
Tetraciclinas
Anfenicoles
Penicilinas
Cefalosporinas de 1ª y 2ª gen
Cefalosporinas de 3ª y 4ª gen
Sulfonamidas
Trimetoprim
Macrólidos
Lincosamidas
Fluoroquinolonas
Otras quinilonas
Aminoglucosidos
Polimixinas
Pleuromutilinas
Otros
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Posteriormente, las cepas toxigénicas producen toxinas. Estas toxinas actúan destruyendo las 
uniones intracelulares, lo que provoca un aumento de la permeabilidad, tumefacción celular y 
finalmente muerte celular. Tras la apoptosis se produce la liberación de factores de inflamación, que 
dañan el tejido y hacen que se desarrolle colitis y diarrea acuosa. La presencia de neutrófilos, fibrina, 
mucina y fibrina produce la aparición de pseudomembranas en el caso de las personas (Shan et al., 
2015). 
 
Son numerosas las especies en las que se ha asociado la infección por C. difficile con un cuadro 
clínico, cursando con distintas lesiones y sintomatología según la especie animal. Por ejemplo, en 
lechones se han descrito lesiones producidas principalmente en ciego y colon ascendente, sin afectar 
al intestino delgado, dando lugar a diarreas neonatales (Yaeger et al., 2007). En el conejo las lesiones 
se producen en intestino delgado, provocando en algunos casos la muerte aguda (Perkins et al., 
1995) 
 
Enfermedad en los humanos y su potencial como zoonosis 
Históricamente la vía de transmisión más descrita es la trasmisión en el ambiente hospitalario, 
especialmente debido a la ingestión de formas esporuladas. Uno de los factores que favorecen su 
presencia en el ambiente, objetos o manos de los trabajadores, es el uso intrahospitalario de jabón 
en base de alcohol, que, como muestran Jabbar et al. en 2010, es poco efectivo para eliminar            
C. difficile debido a la resistencia al alcohol de sus esporas. Sin embargo, otras fuentes de infección 
podrían ser los animales y la comida, el agua de mar y ríos, piscinas o incluso el agua corriente 
(Asensio et al., 2012).  
 
La enfermedad se asocia principalmente a 3 grupos de riesgo: (1) mayores de 65 que toman 
antibióticos y reciben tratamiento médico, (2) personas que permanecen hospitalizadas por tiempo 
prolongado y (3) personas inmunocomprometidas o con infecciones previas por C. difficile (CDC, 
2015). El cuadro clínico que se presenta tras la infección es variable, desde diarrea leve o moderada 
a colitis pseudomembranosa fulminante, megacolon tóxico y muerte, dependiendo del estado de la 
persona y de la virulencia de la cepa (Marín-Arriaza et al., 2016). 
 
Si bien todavía no se ha establecido de manera definitiva su carácter zoonótico, algunos estudios, 
como el de Bauer et al. en 2015 establecen como posible fuente de infección a los animales y la 
carne. En un estudio realizado en 2014 por Knetsch et al., en el que se secuenció el genoma de cepas 
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de C. difficile de humanos y animales, se observó una estrecha relación genética entre cepas de 
origen humano y animal. Estos estudios, junto con el incremento de la prevalencia en humanos de 
las infecciones adquiridas en comunidad, parecen indicar su potencial como agente zoonótico. En el 
caso de enfermedades transmitidas por alimentos, cabe destacar que su capacidad para formar 
esporas y su elevada resistencia en el ambiente facilitaría este tipo de transmisión, aunque 
actualmente no hay información suficiente para demostrar la existencia de la vía alimentaria.  
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Justificación y objetivos 
El objetivo general de este trabajo es determinar la prevalencia y caracterización de C. difficile en la 
especie cunícola y conocer si los buitres pueden ser portadores de este patógeno. El fin de este 
objetivo principal es ampliar el conocimiento sobre este tema, ya que existen pocos estudios 
realizados en España sobre el mismo, y comparar los datos obtenidos con la información existente.  
Además, la importancia de este estudio reside, entre otros factores, en la necesidad de obtener 
información para comprender los cambios epidemiológicos que se han sucedido en los últimos años 
en las infecciones por C. difficile, prestando especial atención a las posibles resistencias a 
antibióticos que puedan existir debido a su importancia en Salud Pública y Sanidad Animal.  
Para ello, se desarrollan unos objetivos específicos que consisten en: 
1. Conocer la presencia de C. difficile en conejos y en buitres alimentados con canales de 
cerdos. 
2. Caracterización genética de las cepas aisladas. 
3. Estudio de su susceptibilidad antimicrobiana.  
 
Metodología 
Muestreo 
Para este estudio se han analizado un total de 86 muestras de animales, de las cuales 54 son 
muestras correspondientes a hisopos cloacales de buitres (Gyps fulvus), los cuales eran alimentados 
con cadáveres de cerdos en la región de Castellón, y 32 son muestras de hisopos rectales de conejos 
(Oryctolagus cuniculus) sanos y con signos diarreicos procedentes de 8 granjas dedicadas a la 
producción de carne para consumo humano.  
 
Aislamiento de C. difficile 
Para realizar el aislamiento bacteriano se siguió un protocolo diseñado en la Unidad de 
Microbiología de la Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza (Andrés-Lasheras et al., 2016a). 
Este protocolo se inicia con el cultivo de los hisopos en un caldo selectivo para C. difficile (9 ml), 
durante seis días a 37 °C en anaerobiosis. Una vez pasado este tiempo de incubación, se obtienen 2 
ml del caldo y se adicionan a 2 ml de etanol 96% y se deja durante una hora a temperatura ambiente 
(choque etílico). Después, se centrifuga a 4000 rpm durante 20 minutos y se cultiva el pellet por 
agotamiento en agar CLO (bioMérieux, Marcyl’Etoile, France) en anaerobiosis durante 48 horas a   
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37 °C, cuando se realiza una primera lectura. A las 72 horas se realiza una segunda lectura en caso de 
no observarse crecimiento.  
Los criterios para valorar una muestra como positiva se basan principalmente en la morfología de las 
colonias y olor típico. También se realiza una tinción Gram y se valora al microscopio.  
De las muestras positivas se toman 3 colonias aisladas y se almacenan en crioviales almacenados a    
-30 °C. 
 
Caracterización genética 
Para extraer el ADN de las cepas aisladas se utilizó el kit Favor Prep Blood Genomic DNA Extraction 
Mini Kit (FavorgenEurope, Vienna, Austria), siguiendo las instrucciones recomendadas. Para ello se 
añaden 20 µl de Proteinasa K y 200 µl del Buffer FABG a la suspensión bacteriana y se mezcla con el 
rotatubos. Se incuba a 60 ºC durante 15 minutos y se añaden 200 µl de alcohol de 96°. Después, se 
centrifuga a 6,000 rpm durante un minuto y se coloca la columna en un nuevo tubo de recolección. 
Se añaden 400 µl de Buffer W1 a la columna y se centrifuga durante 30 segundos, eliminando luego 
el sobrenadante. A continuación, Se añaden 750 µl de Buffer de limpieza a la columna y se centrifuga 
de nuevo. Por último, se coloca la columna un tubo eppendorf, se añaden entre 50 y 200 µl de agua 
ultrapura a la membrana del tubo y se centrifuga a velocidad máxima durante un minuto para 
obtener el ADN.  
 
En aquellos aislados obtenidos (un aislado por muestra positiva) se llevó a cabola técnica de PCR 
para confirmar que se de esta especie bacteriana y detectar los genes codificantes de las toxinas A, B 
y binaria en el caso de cepas toxigénicas (Persson et al., 2008). Para la obtención de su ribotipo se 
utilizó la técnica de PCR-ribotipado en electroforesis capilar (CE-typing) (Fawley et al., 2015). Los 
primers utilizados durante la PCR para detectar los genes de las toxinas se detallan en la tabla 1. 
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Tabla 1: se indican los genes, el nombre de los primers, su secuencia, concentración y tamaño de  los 
fragmentos amplificados. 
Gen Nombre del 
primer 
Secuencia (5’-3’) Concentración 
del primer (μL) 
Tamaño (bp) 
tcdA 
tcdA-F3345 GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA 0.6 
629 
cdA-R3969 AGTTCCTCCTGCTCCATCAAATG 0.6 
tcdB 
tcdB-F5670 CCAAARTGGAGTGTTACAAACAGGTG 0.4 
410 tcdB-R6079A GCATTTCTCCATTCTCAGCAAAGTA 0.2 
tcdB-R6079B GCATTTCTCCGTTTTCAGCAAAGTA 0.2 
cdtA 
cdtA-F739A GGGAAGCACTATATTAAAGCAGAAGC 0.05 
221 cdtA-F739B GGGAAACATTATATTAAAGCAGAAGC 0.05 
cdtA-R958 CTGGGTTAGGATTATTTACTGGACCA 0.1 
ctdB 
ctdB-F617 TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 0.1 
262 
cdtB-R878 CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 0.1 
16S rDNA 
PS13 GGAGGCAGCAGTGGGGAATA 0.05 
1062 
PS14 TGACGGGCGGTGTGTACAAG 0.05 
 
La técnica de PCR se realiza en volúmenes de 25 µL, que contienen el buffer de la PCR (50 mM Tris-
HCl, 10 mMKCl, 5 mM (NH4)2SO4, pH 8.3)con los dNTPs y la Taq polimerasa, y los primers 
especificados en la Tabla 1en las concentraciones dadas. Las condiciones del termociclador son 10 
minutos a 94 ºC, seguido de 35 ciclos de 50 segundos a 94 ºC, 40 segundos a 54 ºC y 50 segundos a 
72 ºC, finalizando con 3 minutos a 72 ºC. 
La amplificación de los genes tcdA y tcdB busca detectar la presencia de la toxina A y B, 
respectivamente, y la amplificación de los genes cdtA y cdtB la de la toxina binaria. El gen tpi es un 
gen constitutivo de C. difficile. El rDNA 16S está presente en todas las cepas de C. difficile y por ello 
sirve de control de la amplificación.  
 
Además de añadir el ADN de las muestras, se añade una muestra control negativo y dos muestras de 
control positivo, consistente en un ADN aislado previamente de una cepa control positiva a los genes 
de las tres toxinas (RT078) y otra positiva a los genes tcdA y tcdB (ATCC 43255). 
 
Para la interpretación se tiene en cuenta el tamaño de los fragmentos amplificados, de modo que se 
observan como se muestra en la Figura 3. 
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Figura 3: Cada banda está asociada a una altura diferente en el gel al tener distinto tamaño en pares 
de bases (bp) 
 
Estudio de susceptibilidad antimicrobiana 
También se realizó un antibiograma para determinar su susceptibilidad a antibióticos en los aislados 
obtenidos, mediante la prueba de epsilometría o E-test. 
Para ello se siembra en masa en agar sangre Brucella y se coloca una tira de cada antibiótico 
(clindamicina, eritromicina, metronidazol, moxifloxacina, tetraciclina, vancomicina y ciprofloxacina). 
La primera lectura se realiza a las 48 horas tras su incubación en anaerobiosis, y para determinar la 
posible heterorresistencia a metronidazol se realiza una segunda lectura a las 72 horas de la 
primera. 
 
Para determinar la susceptibilidad de las muestras a los antibióticos se han tenido en cuenta los 
siguientes puntos de corte (CLSI, 2014) indicados en la tabla 2. 
 
Tabla 2: puntos de corte para los antibióticos utilizados 
Antibiótico Rango (μg/ml) Punto  de corte 
Clindamicina 0.016-256 ≥8 
Eritromicina 0.016-256 ≥8 
Metronidazol 0.016-256 ≥32 
Moxifloxacina 0.02-32 ≥8 
Tetraciclina  0.016-256 ≥8 
Vancomicina 0.016-256 ≥32 
Ciprofloxacina 0.002-32 ≥8* 
*Dridi et al., 2002 
17 
Resultados 
1. Especie cunícola 
El total de las muestras analizadas fue de 86, de las cuales 32 fueron de conejos y 54 de buitres. 
Las 32 muestras de conejos procedían de 8 granjas españolas distintas. Las muestras se tomaron con 
un hisopo rectal a conejos de engorde para carne. En el muestreo se incluyeron animales sanos y con 
diarrea (16 animales estaban sanos y 16 presentaban diarrea). 
Una vez realizado el aislamiento se obtuvieron dos muestras positivas (6.25%). Ambos animales de 
los que procedían las muestras pertenecían al grupo de animales con diarrea. 
Según los resultados de PCR-ribotipado, ambos aislados de C. difficile pertenecían al ribotipo 126, y 
fueron positivos a los genes de los tres tipos de toxinas (A, B y binaria), como se muestra en la figura 
4. 
 
 
Figura 4: Resultados de la PCR para las muestras de conejos (CON 16a y CON 17a ). El orden de las 
bandas es: 16S rDNA, tcdA, tcdB, ctdB, cdtA y tpi. 
 
Respecto a la resistencia a antibióticos (tabla 3), ambos aislados presentaron resistencia frente a 
eritromicina. Uno de ellos presentó además resistencia frente a la clindamicina; mientras que el 
otro, aunque no presentó resistencia frente a la tetraciclina, tuvo su valor de CMI (concentración 
mínima inhibitoria) cercano al punto de corte. No se observaron resistencias frente a metronidazol 
ni vancomicina. 
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Tabla 3: Resultados de susceptibilidad antimicrobiana (en (μg/ml)) en aislados de conejos. En azul se 
indican aquellos resultados que se corresponden con cepas de C. difficile con resistencias a 
antibióticos. 
Muestra Clindamicina Eritromicina Metronidazol Moxifloxacina Tetraciclina Vancomicina 
16 ≥ 256 ≥ 256 0,38 0,75 2 3 
17 3 ≥ 256 0,25 0,5 2 2 
 
 
Figura 5: E-test de C. difficile aislado de conejo sensible a metronidazol (0, 38 μg/ml) y moxiflacina 
(0,75 μg/ml). 
2. Gyps fulvus (Buitres) 
De las 54 muestras analizadas, 3 resultaron positivas (5,55%). De estas, dos procedían de animales 
adultos y la restante de uno juvenil. Los tres aislados de C. difficile resultaron positivos a todos los 
genes de las toxinas analizadas. Los ribotipos encontrados en este caso fueron el 126 (un aislado) y 
el 078 (dos aislados).  
Respecto al estudio de susceptibilidad a antibióticos (tabla 4), los tres aislados fueron resistentes a 
ciprofloxacina, dos lo fueron a moxifloxacina y uno a eritromicina. Todos los aislados fueron 
susceptibles a metronidazol y vancomicina.  
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Figura 6: Resultados de la PCR para las muestras de buitres (BU31a, BU33a y BU 139a). El orden de 
las bandas es: 16S rDNA, tcdA, tcdB, ctdB, cdtA y tpi. 
 
Tabla 4: Resultados de susceptibilidad antimicrobiana (en μg/ml) en aislados de buitres. En azul se 
indica aquellos resultados que se corresponden con cepas de C. difficile con resistencias a 
antibióticos. 
Muest
ra 
Clindamici
na 
Eritromici
na 
Metronida
zol 
Moxifloxac
ina 
Tetracicli
na 
Vancomici
na 
Ciprofloxac
ina 
31 3 1 0,25 ≥32 3 2 ≥32 
33 1,5 ≥256 0,50 1 4 1,5 ≥32 
139 3 0,50 0,50 ≥32 6 1,5 ≥32 
 
 
Figura 7: E-test para eritromicina (resistente) y moxiflacina (sensible) en un aislado de C difficile de 
buitre. Se observa que C. difficile no genera halo (≥256), mientras que en el caso de moxiflacina se 
genera un halo que corta en 1. 
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Discusión 
Clostridium difficile es una bacteria habitual en la flora intestinal de animales y humanos, aunque 
también puede llegar a producir efectos patógenos. En los últimos años ha experimentado un 
cambio epidemiológico, cobrando especial importancia los ribotipos hipervirulentos 027 y 078, 
estando este último especialmente ligado a animales. Tomando como referencia los objetivos 
planteados al inicio del trabajo, se tomaron muestras de dos especies (conejos y buitres) para 
realizar el aislamiento de C. difficile. Con estos resultados se calculó la prevalencia, obteniendo 
resultados concordantes con otros estudios realizados en España en el caso de los conejos.  
 
Los resultados del estudio muestran que todas las muestras estudiadas que fueron identificadas 
como C difficile pertenecen a los ribotipos 078 o 126. Ambos son ribotipos frecuentemente aislados 
en animales.  
1. Especie cunícola 
En conejos, la prevalencia (6.25 %) fue inferior a la encontrada en otros estudios realizados en 
España (Andrés-Lasheras et al. (2016b), ya que describieron un 18,5 % de muestras positivas a           
C. difficile en conejos de carne muestreados entre 2012 y 2016), aunque ambos estudios coinciden 
en que las muestras positivas fueron en su mayoría del ribotipo 126. Otro estudio realizado en 
conejos en Italia (Drigo et al., 2015) mostró una prevalencia de C difficile de 3%, pero con mayor 
variabilidad de ribotipos. Esta diferencia entre los estudios realizados en España e Italia podría 
explicarse por la limitación en la cantidad de muestras (80 entre ambos estudios españoles frente a 
1279 en el italiano). 
Existen estudios que plantean la posible implicación de C. difficile como responsable de diarrea en 
distintas especies (Alvarez-Perez, 2009).  En el caso de este estudio, aunque los resultados son 
compatibles con la hipótesis de que C. difficile causa diarrea, la cantidad de muestras no es 
suficiente para obtener una asociación significativa entre ambas variables. Existen otras 
explicaciones posibles para la aparición de diarrea que no han sido valoradas durante la realización 
de este trabajo, como la presencia de otros agentes patógenos que cursen con un cuadro clínico 
similar o la edad de los animales.  
Todas las muestras positivas resultaron resistentes a la eritromicina. Estos resultados se 
corresponden con los obtenidos en los estudios anteriormente mencionados, donde se hallaron 
resultados similares. Una de las muestras presentó resistencia frente a la clindamicina, resultados 
similares a los obtenidos en otros estudios donde el porcentaje de muestras resistentes a la 
clindamicina en distintas especies también fue elevado (Peláez et al., 2013; Peng et al., 2017).  
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Ninguna de las muestras presentó resistencia a la vancomicina ni al metronidazol, antibióticos 
frecuentemente descritos como de primera elección para el tratamiento de la enfermedad en 
humanos (Lital Meyer et al., 2014; Peng et al., 2017). 
2. Gyps fulvus (Buitres) 
La prevalencia encontrada en buitres (5,55 %) es menor que la descrita en el ganado porcino 
(Alvarez-Perez et al., 2009), teniendo en cuenta que estos animales fueron alimentados con carcasas 
porcinas. La prevalencia en animales de vida salvaje es variable: existen estudios realizados en aves 
silvestres (aves paseriformes y Tetrao urogallus cantabricus) en los que no se aíslan cepas de C. 
difficile (Bandelj et al., 2011, Andrés-Lasheras et al., 2016b), aunque en otros estudios se encontró el 
4% de animales (Hirundo rustica) positivos (Bandelj et al., 2014). Una posible hipótesis para explicar 
la presencia de este patógeno en buitres podría ser la trasmisión de C. difficile por ingestión de 
cadáveres de cerdo, ya que formaban parte de la alimentación de esta población y los ribotipos 
identificados son dos de los más prevalentes en el ganado porcino, aunque la cantidad de 
información sobre C. difficile en buitres es baja y son necesarios más estudios para demostrar está 
relación.  
Todos los aislados de C. difficile obtenidos en muestras procedentes de buitres presentaron 
resistencia a la ciprofloxacina. En otros estudios realizados en aislados procedentes de cerdos, se 
obtuvieron resultados similares, al evaluar sus susceptibilidades a este antibiótico (Peláez et al., 
2013; Keessen et al., 2013). Dos de las muestras estudiadas fueron resistentes a la moxiflacina, una 
quinolona de cuarta generación. En 2016, Blanco et al. encontraron residuos de fluoroquinolonas en 
buitres del centro de España, probablemente ingeridos a través del consumo de canales de cerdos. 
Por tanto, la detección de cepas de C. difficile resistentes a fluoroquinolonas podría deberse bien a la 
ingestión de cepas resistentes a partir de las canales de cerdos o bien a la ingestión de residuos de 
antibióticos presentes en estas canales y consiguiente desarrollo de resistencias en la microbiota 
intestinal. Estos hallazgos, unidos al incremento de las resistencias a las fluoroquinolonas de otras 
bacterias zoonóticas (EFSA, 2019) en Europa podrían indicar la diseminación de resistencias 
antibióticas a esta clase de antibióticos en el entorno natural. La resistencia a eritromicina ha sido 
descrita con frecuencia en otras bacterias entéricas (Pyörälä et al., 2014). Tampoco se observaron en 
este caso resistencias frente a metronidazol o vancomicina, antibióticos de elección en el 
tratamiento de la infección por C. difficile. 
La presencia de C. difficile en buitres podría suponer una diseminación de este patógeno en el 
ambiente, además de que podrían considerarse estos animales como posible reservorio de 
resistencias antibióticas a otros de vida salvaje y, por tanto, como forma de diseminación de C. 
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difficile en el medio ambiente. Esto podría implicar problemas en los ecosistemas y en la 
conservación de especies (Blanco, 2014). La existencia  de cepas resistentes a varios antibióticos en 
especies salvajes es un riesgo importante a tener en cuenta a la hora de evaluar el impacto ecológico 
que puede tener sobre las poblaciones silvestres y su implicación en la conservación de las especies, 
lo cual añade otro punto de controversia al ya existente debate sobre la alimentación de animales de 
vida libre con restos procedentes de ganadería.  
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Conclusiones 
Tras el análisis e interpretación de los resultados obtenidos en este estudio se concluye lo siguiente: 
1. La presencia de C. difficile en conejos y su posible asociación con diarrea no puede 
determinarse de forma significativa debido al bajo número de muestras, aunque los dos 
aislados de conejos pertenecen al grupo de animales con diarrea. 
2. La prevalencia en buitres fue similar a la encontrada en otras especies similares, aunque fue 
baja al compararla con la encontrada en porcino. La identificación de ribotipos habituales en 
porcino podría sugerir que el origen de estas bacterias fue la alimentación a base de carcasas 
de cerdo.  
3. Los ribotipos identificados, comunes en especies animales, pertenecen al ribotipo 078 o 126 
(ribotipo especialmente relacionado con el 078) y todas presentaron los genes de las tres 
toxinas (A, B y binaria), lo que se corresponde con los resultados de otros estudios similares, 
al igual que los patrones de resistencia obtenidos.  
4. Es frecuente la presencia de resistencia frente a antibióticos de uso común en aislados de     
C. difficile de la práctica clínica. Destacan las resistencias a la eritromicina en conejos y a la 
ciprofloxacina en buitres.  
5. No se ha encontrado resistencia a vancomicina ni metronidazol en los aislados de C. difficile 
estudiados, antibióticos utilizados como primera elección en la especie humana ante la 
aparición de cuadros clínicos relacionados con C. difficile. 
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Conclusions 
After analyzing the results derived from this study, it can be concluded that: 
1. Presence of C. difficile in rabbits and its possible association with diarrhea cannot be 
significantly determined due to low sampling, although two of the positive isolates are part 
of the group of animals with diarrhea. 
2. Prevalence of C. difficile in vultures was found equivalent to the studies in similar species, 
although it was low compared to the prevalence found in swine. The identification of 
ribotypes commonly found in pigs could mean that the origin of this bacterium was the 
nourishment with pig carcasses.  
3. Identified ribotypes, common in animals, belong to the 078 or 126 ribotype (being 126 
ribotype specially related to 078), and all isolates where positive to all toxins (A, B and binary 
toxin), which matches with the results of similar studies, as well as its antimicrobial 
resistance patterns.  
4. The presence of antibiotic resistance is common in C. difficile isolates of clinic practice. 
Erythromycin resistance in rabbits and ciprofloxacin resistance in vultures are especially 
relevant. 
5. Neither resistance was found for metronidazole nor vancomycin in the C. difficile isolates 
studied. These antibiotics are used as first-choice antibiotics in humans for the treatment of 
C. difficile infection.  
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